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6) PALAMARA ANNA TERESA, 
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Enrico, MAGNANI Mauro, MILLO Enrico, PALAMARA Anna 
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La presente invenzione si riferisce a derivati del 
glutathione di formula I : 
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CH 3 



ed al loro utilizzo come farmaci antiviral! , in 
particolare per il t rat. t amen to dei virus dei 
Paramyxovirus, Orthomyxovirus, Herpes virus e HIV. 

II glutatione (anche noto con la sigla GSH) e un 
tripeptide (y-glutamil-cisteinil-glicina) contenente 
cisteina che si trova nelle cellule eucariotiche in 
concentrazioni millimolari ed ha numerose funzioni 
nella fisiologia cellulare: protegge le cellule dallo 
stress ossidativo mantenendo lo stato redox 
intracellulare in condizioni riducenti, attraverso 
interconversioni metaboliche, nella sua forma ossidata 
di di sol f uro . 

E noto e riportato in numerosi articoli, che 
durante le infezioni virali si verifica una progressiva 
riduzione del GSH con conseguente alterazione 
dell ' equilibrio redox intracellulare . 

Sf ortunatamente il GSH in vivo viene rapidamente 
ossidato, particolarmente in presenza di infezioni 



virali, condizione nella quale lo stato redox delle 
cellule e sbilanciato . II GSH ossidato viene a sua 
volta ridotto dalla glutatione riduttasi cellulare o 
eliminato dalla cellula attraverso un raeccanisrao ATP- 
dipendente. La riduzione del glutatione tramite enzimi 
cellulari dipende dalla disponibilita di equivalent! 
riducenti nella cellula (NADH, NADPH) che sono cjia 
carenti in caso di infezione patogena. 

Dati recent i riportano ad esempio che durante 
infezioni in vitro con virus parainf luenzale 1 Sendai 
(SV) , virus erpetico Herpes Simplex-1 (HSV-1) e virus 
della iinmunodeficienza (HIV) si verifica una 
diminuzione progressiva nei livelli di GSH. Molti studi 
in vivo riportano inoltre che esiste uno squilibrio 
dello stato redox nelle cellule e nei fluidi corporei 
di pazienti affetti da HIV ed epatite C. Inoltre 
durante le infezioni virali sperimentali con il virus 
dell' influenza sono state descritte contemporaneamente 
una diminuzione delle difese antiossidanti ed un 
aumento di prodotti dell ' ossidazione lipidica in 
polmoni e fegati di animali sacrificati al settimo 
giorno dopo 1 ' inf ezione . 

Molti dati suggeriscono che uno squilibrio dello 
stato intracellulare redox sia un evento chiave nei 
ciclo replicativo dei virus sia per il fatto di 



incrementare la replicazione sia nell ' attivare i 
fattori di trascrizione nucleare . 

ft inoltre noto che la somministrazione di 
glutatione ridotto a cellule infette previene il 
decremento nel GSH intracellulare e inibisce la 
replicazione virale nelle infezioni da SV, HSV-1 e HIV, 
come e, ad esempio, riportato nell ' articolo di 
Palamara, A. T . , Perno, C. F . , Ciriolo, M. R. , Dini, 
L. , Balestra, E . , D'Agostini, C. et al . (1995) 
"Evidence for antiviral activity of glutathione: in 
vitro inhibition of herpes simplex virus type 1 
replication" in Antiviral Research 27, 237-253, e 
nell' articolo di Garaci, E . , Palamara, A.T., Di 
Francesco, P., Favalli, C, Ciriolo, M. R. & Rotilio, 
G. (1992) , "Glutathione inhibits replication and 
expression of viral proteins in cultured cells infected 
with Senday virus" in Biochemical and biophysical 
research communications 188, 1090-1096. 

Nei modelli sperimentali l'attivita antivirale del 
GSH sembra essere correlata ad un' inibizione degli 
stadi post-trascrizionali della replicazione dei virus, 
probabilmente impedendo il corretto ripiegamento e la 
maturazione di specif iche proteine. 

L'efficacia delle sostanze antiossidanti nelle 
infezioni virali e stata dimostrata anche da studi in 
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vivo, in particolare nell'articolo di Palamara, A. T., 
Garaci, E . , Rotilio, G. , Ciriolo, M. R. , Casabianca, 
A., Fraternale, A. et al . (1996c) "Inhibition, of murine 
AIDS by reduced glutathione" in AIDS research and human 
retroviruses 12, 1373-1381. 

La somministrazione di alte dosi di GSH riduce 
l'infezione virale e inibisce il progredire della 
malattia, per esempio anche in un modello murino di 

Un problema che pero si presenta 

nell'utilizzazione e nella somministrazione del GSH, 
problema alia base della presente invenzione, e il 

fatto che, benche l'attivita antivirale delle sostanze 

i 

antiossidanti sia stata chiaramente dimostrata, e stato 
altresi provato che il GSH non viene trasportato come 
tale nella maggior parte delle cellule o dei tessuti. 

Per questo motivo sarebbe auspicabile ottenere 
delle molecole che mantengano le caratteristiche 
vantaggiose del GSH, ma al tempo stesso permettano di 
superare il problema del trasporto e che quindi 
favoriscano il facile attraversamento della membrana 
cellulare di molti tipi di cellule. 

Secondo la presente invenzione tale problema e 
risolto da derivati del glutatione di formula I. 

L' invenzione verra ora descritta anche con 



riferimento alle figure allegate, ove: 

- la Figura 1 mostra la formula di struttura di un 
derivato del glutatione secondo la presente invenzione 
owero n-butanoil y-glutamil-cisteinil-glicina (anche 
noto con 1' abbreviazione GSH-C4) unitamente alia sua 
analisi in spettrometria di massa dopo purif icazione in 
HPLC. L' analisi , condotta in modalita ioni negativi, ha 
evidenziato la presenza di un unico picco di massa 
3 76.7 corrispondente alia molecola di interesse 

* 4 f 

monocaricata ( [M-H] ") . 

- la figura 2 mostra l'effetto del GSH-C4 sulla 

.i 

replicazione del virus di Sendai . 

- la figura 3 mostra gli effetti del GSH-C4 sulla 
replicazione dell'HSV-1. 

Secondo la presente invenzione i derivati del 
glutatione (GSH) di formula I permettono di ottenere 
una forte attivita antivirale in vitro, sia contro i 
virus a RNA (parainf luenza-1 , Sendai), sia a DNA 
(Herpes Simplex, HSV-1) , attraversando la membrana 
cellulare sia di cellule MDCK, sia di cellule Vero, e 
senza causare effetti tossici sulle cellule non 
inf ettate . 

II GSH puo essere considerato un agente 
antimicrobico che esercita la sua attivita attraverso 
meccanismi differenti a seconda del sistema 



ospite/patogeno considerato e della concent razione 
utilizzata. 

I derivati della presente invenzione si ottengono 
mediante la condensazione di un acido carbossilico sul 
gruppo a-NH 2 dell 'acido glutammico. 

I composti sono stati sintetizzati in laboratorio 
utilizzando metodi tradizionali di sintesi peptidica in 
fase solida. 

E stato verificato che il butanoil-glutatione 
secondo 1 ' invenzione, indicato in seguito per comodita 
anche con 1' abbreviazione GSH-C4 , agisce con un 
meccanismo differente da quello evidenziato per il 
glutatione (GSH) . Infatti, oltre ad inibire 
nif icativamente la replicazione di HSV-1, e in grado di 
prevenire gli effetti citopatici indotti dal virus in 
cellule Vero, ma inibisce inoltre anche la replicazione 
del virus parainf luenzale Sendai nelle cellule MDCK, 
probabilmente interf erendo con f attori cellulari 
essenziali durante l'infezione virale. 

Uno dei vantaggi dell' invenzione consiste nel 
fat to che il GSH-C4 o un suo derivato di formula I puo 
essere pref eribilmente utilizzato come farmaco solubile 
in acqua, ma anche in forma di crema o lozione per la 
terapia delle patologie da Herpes Simplex 1 e 2 
mediante somministrazione topica. 
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11 butanoil glutathione di formula I pud essere 
considerato un interessante agente antimicrobico contro 
differenti agenti patogeni, in quant o, secondo una 
caratteristica dell 7 invenzione, riduce sia 

1' inf ettivita virale nei primi stadi delle malattie, 
che la produzione virale ad uno stadio piu avanzato, 
caratteristica vantaggiosa e che pud essere 
considerata, al momento, unica. 

L' invenzione verra in seguito descritta facendo 
riferimento ad esempi specifici di realizzazione e di 
test del derivato secondo * 1' invenzione, senza per 
questo che 1' invenzione s'intenda limitata agli esempi 
stessi . 

Esempio 1 

Sintesi dei derivati del glutatione (GSH-C2, GSH- 
C4, GSH-C6 , GSH-C8 , GSH-C12) 

I composti sono stati sintetizzati in laboratorio 
utilizzando metodi tradizionali di sintesi peptidica in 
fase solida, in particolare e stata utilizzata la 

» 

tecnica Fmoc ( 9 - f luorenilmetoss icarbonil ) 

opportunamente modificata. E stato quindi verificato 
che il solo butanoil -glutatione GSH-C4 permette di 
risolvere il problema tecnico alia base della presente 
invenzione e quindi solo su questo derivato sono stati 



Tutte le sintesi di laboratorio sono state 
condotte con tecnica manuale utilizzando un opportuno 
contenitore di reazione contenente una resina 
polistirenica (Wang- Gly- Fmoc resina prodotta da 
Novabiochem AG, Lauf elf ingen, Svizzera) funzionalizzata 
con una glicina che presenta il gruppo N-terminale 
protetto dal gruppo Fmoc . 

II ciclo standard di sintesi comprende la fase di 

i 

pretrattamento della resina attraverso sospensione in 
diclorometano (Biosolve LTD, Paesi Bassi) per una: 
notte, quindi viene rimosso il gruppo di protezione 
Fmoc con piperidina (Fluka Chemie AG, Buchs, Svizzera) 
in N,N dimetilf ormamide (DMF) (Biosolve LTD, Paesi 
Bassi) per 20 minuti. 

Contemporaneamente 5 equivalent i ( e <2-) 

dell ' appropriato aminoacido Fmoc (Advanced Biotech 
Italia, Xtal ia) sono preattivati con 4 , 5 eq . di O- 
(benzotriazol-1- 

il) 1,1,3, Stetrametiluroniumesaf luorof osf ato (HATU) 
(Advanced Biotech Italia) , 5 eq. of N,N 
diisopropiletilamina, alia concent razione finale di 0.2 
M in N~metilpirrolidone anidro (Biosolve LTD, Paesi 
bassi) . Questa soluzione viene fatta reagire con la 
resina neutralizzatci in situ per circa 1 ora a 40 °C. 

Successivamente e opportuna una fase di reazione 



con una soluzione di anidride acetica al 5% (Fluka 
Chemie AG, Buchs, Svizzara) in DMF per evitare reazioni 
indesiderate dei gruppi amminici eventualmente rimasti 
liberi . 

Esempio 2 

II derivato butanoilglutatione (GSH-C4) e stato 
preparato per trattamento della resina contenente la 
porzione peptidica con acido n-butanoico (Fluka Chemie 
AG, Buchs, Svizzera) prevent ivamente attivato come gia 
descritto per gli aminoacidi. I derivati etanoil, 
esanoil, ottanoil e dodecanoil (GSH-C2 , GSH-C6, GSH-C8 
and GSH-C12) sono stati preparati con metodica simile 
utilizzando rispettivamente anidride acetica e gli 
acidi esanoico, ottanoico e dodecanoico (Fluka Chemie 
AG, Buchs, Svizzera) in sostituzione dell ' acido 
butanoico . 

II distacco del composto sintetizzato dalla resina 
e la contemporanea rimozione di gruppi protettori 
present! sulla catena laterale e stata condotta 
utilizzando una soluzione formata da acido 
trif luoroacetico (TFA) (BiosolveLTD # Paesi Bassi) , 
etanditiolo (FlukaChemie AG, Buchs, Svizzara) , acqua e 
triisopropilsilano (FlukaChemie AG, Buchs, Svizzara) in 
proporzione 92.5:2,5:2.5:1 v/v per un tempo di 2 ore a 
temperatura ambiente . La soluzione acida e concentrata 
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sotto vuoto a circa 1 ml di volume finale ed il 
prodotto finale precipitato con etere dietilico a 
freddo e successivamente lavato con il medesimo 
sol vent e. 

Tutte le molecole sono state purif icate tramite 
cromatograf ia liquida a fase inversa (RP-HPLC) usando 
una colonna Waters C18 pBondapack, in cui il solvent e A 

i 

era costituito da 0.1% TFA in acqua ed il solvente B 
dalla stessa percentuale di acido in acetonitrile . 
L'eluizione dei composti e awenuta con un gradiente 
che partiva da 100% di solvente A per 5 minuti, 
aumentava linearmente fino al 60 % di solvente B in 3 0 
min e infine terminava con il 100 % B in 5 min. 

Le frazioni contenenti le molecole d'interesse 
vengono raccolte, concentrate sotto vuoto e infine 
liof ilizzate. I pesi molecolari dei derivati del 
glutatione sono stati confermati tramite analisi in 
spettrometria di massa. Gli spettri di massa di ciascun 
composto sono stati acquisiti utilizzando uno 
spettrometro HP Engine 5989 -A a singolo quadrupolo 
equipaggiato ; con una sorgente elettrospray in modalita 
ioni negativi. Tutti i prodotti sono stati ottenuti con 
una resa finale variabile tra il 75-78% ed una purezza 
del 95% dopo analisi in HPLC. Un esempio degli spettri 
di massa ottenuti e riportato nella figura 1. 
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Esempio 3 

Per gli studi sulla tossicita sulle cellule tutti 
i composti ottenuti (GSH-C2, GSH-C4 , GSH-C6 , GSH-C8 , 
GSH-C12) sono stati saggiati su monostrati conf luenti 
di cellule di rene canino Madin Darby non infettate 

t ' 

(MDCK) . La tossicita e stata valutata sulla base di 
esami microscopici della morfologia cellulare, sulla 
valutazione della vitalita cellulare dopo colorazione 
con trypan blue e sul conteggio delle cellule. Tutti i 
composti sono stati diluiti in RPMI, il pH finale della | 
soluzione era di circa 7-7,3. eg J 

Esempio 4 

Sono state eseguite determinazioni enzimaticne 
dell'attivita della glutatione perossidasi 

(E.C.I. 11 .1.9.) e glutatione S-transf erasi 

(B.C. 2. 5.1. 18.) in emolizzato umano in presenza di GSH 
e del suo derivato GSH-C4 secondo il metodo di Beutler 
(Beutler, E . , 1984, Red Cell Metabolism. A Manual of 
Biochemical Methods, 3 rd edn. Grune & Stratton, New 
York) . II GSH ed il GSH-C4 sono stati guindi ossidati 
incubandoli a temperatura ambiente in presenza di 35% 
(v/v) H 2 0 2 per ottenere rispettivamente GSSG e C4-GSSG- 



C4 . 

Esempio 5 



E' stato valutato l'ingresso di GSH e GSH-C4_in 

sr.... 

t O ^ 
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eritrociti (RBCs) a 37°C in provette da 
microcentrifuga, utilizzando il metodo "oil - stop" . 
Sospensioni di eritrociti al 10 % di ematocrito 
contenenti 5 mM di GSH o GSH-C4 e 10 mM GSH sono state 
incubate per 2 h a 37°C. A diversi tempi (0, 5, 15, 30, 
60 e 120 min) , aliquote di 60 0 *a sono state 
stratificate su 600 fxl di bromododecano , centrifugate 
per 5 min a 10,000 g ed il contenuto di GSH and GSH-C4 
valutato in RBCs (Beutler, E., .1984, Red Cell 
Metabolism. A Manual of Biochemical Methods, 3 rd edn. 
Grune & Stratton, New York) . 
Esempio 6 

E stata valutata la stabilita in plasma di GSH-C4 g>| 
con la seguente procedura: il GSH-C4 (1 mM) e stato 
incubato in plasma umano a 37°C e a diversi tempi di 
incubazione (0, 15, 30, 60 e 120 min), aliquote da 200 
M l sono state ultraf iltrate utilizzando 

microconcentratori Amicon Centricon tramite 

centrifugazione a 2.000 g per 30 min. La soluzione 
filtrata e stata quindi . analizzata tramite 
elettroforesi capillare ad alta performance (HPCE) per 
valutare il contenuto di GSH-C4 e C4-GSSG-C4 
Esempio 7 

Per valutare il comportamento dei derivati del 
GSH-C4 nelle ' cellule infettate, sono state cresciute 
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cellule di rene canino' Madin Darby (MDCK) in RPMI 164 0 
a cui e stato aggiunto 5% siero fetale bovino 
decomplementato al calore (Flow Laboratories, Italia) . 

II virus di Sendai (SV) appartenente alia famiglia 
dei Paramyxovirus e un virus dotato di RNA a polarita 
negativa non segmentato ed a singolo filamento. Tale 
virus, e stato riprodotto mediante inoculazione nel 
liquido allantoideo di uova embrionate di polio. I 
monostrati di cellule MDCK sono stati infettati con SV 
[3 unita emaglutinanti (HAU) x 10 5 cellule] . Dopo 
l'incubazione per 1 ora a 37°C (periodo di 
adsorbimento) , i virus non adsorbiti sono stati 
rimossi, i monostrati sono stati lavati e quindi 
incubati in un medium complete contenente il 2% di 
siero fetale bovino. La produzione di virus da parte 
delle cellule infettate e stata determinata nei 
sovranatanti cellulari a diversi intervalli di tempo 
dall'infezione (p . i . ) , misurando l'attivita 

emoagglutinante verso eritrociti di tipo umano 0 Rh+ 
(HAU), secondo procedure standard. Per la valutazione 
dell'attivita antivirale, i composti GSH-C2, GSH-C4, 
GSH-G6 sono stati diluiti in RPMI pH 7.3 e addizionati 
alia concent razione desiderata, subito dopo il periodo 
di adsorbimento del virus. Cellule di rene di scimmia 
(VERb) sono state cresciute in RPMI ed addizionate con 
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di siero. II virus Human Herpes simplex di tipo 1 



(HSV-1) clinicamente isolato (TV1) e stato cresciuto e 
titolato nelle cellule Vero come descritto in Palamara, 
A. T . , Perno, C. P., Ciriolo, M. R. , Dini, L., 
Balestra, E . , D'Agostini, C. et al . (1995). -Evidence 
for antiviral activity of glutathione: in vitro 
inhibition of herpes simplex virus type 1 replication. 
Antiviral Research 27, 237-253. 

Per ottenere l'infezione virale, monostrati di 
cellule Vero sono state infettate con HSV-1 a m.o.i. 
(molteplicita d' inf ezione) di 0.03 PFU/cellula. Dopo 
1 ' incubazione per 1 ora a 37°C (periodo di 
adsorbimento) , i virus non adsorbiti sono stati 
rimossi, i monostrati sono stati lavati e quindi 
incubati con terreno di coltura contenente 2% di siero 
fetale bovino. II GSH-C4 e stato aggiunto a dosi 
identiche a quanto sopra riportato subito dopo il 
periodo di adsorbimento ed e stato mantenuto nel mezzo 
di coltura fino a completamento degli esperimenti . 
Supernatanti da cellule infette sono stati raccolti in 
tempi differenti dopo il contatto con il virus e 
testati per la capacita di formare placche in cellule 
Vero, utilizzando un metodo di titolazione standard. 
Esperimenti simili sono stati condotti anche su HSV-1 
TK-D3 05. 
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I risultati ottenuti sulla base degli esempi 
descritti sono riassunti qui di seguito. 
Tossicita del derivati del GSH 

E stato verificato che i derivati GSH-C4 e GSH-C2 
non inducono alcun effetto tossico o cambiamento nella 
morfologia della cellula alle concent razioni utilizzate 
negli esperimenti condotti 

Al contrario l'addizione dei derivati C8 (n- 
ottanoil) e C12 (n-dodecanoil) ha causato marcati 
ef fetti tossici e danneggiato le cellule dei monostrati 



fJXJBl 

o < 



y — * (Bsc) 
til 



MDCK non infettate. Questi ef fetti aumentano in modo 
dipendente dalla dose sommini strata e sono stati 
osservati a partire da concent razioni 0,1 mM. Per 
questa ragione la loro attivita sulla replicazione 
virale non e stata considerata. II trattamento di 
cellule MDCK con Glutatione-C6 ha indotto danni sugli 
strati monocellular! non infettati esclusivamente alia 



concent razione di 10 



mM. 



Alcune modifiche della 



morfologia cellulare sono state individuate 24 ore dopo 
l'addizione di 2,5 e 5 mM. Queste sostanze causano 
l'inibizione di replicazione virali che variano tra il 
50% (2,5 mM) ed il 100% (lOmM) . A causa della limitata 
differenza tra le. dosi citotossiche e le dosi 
antivirali, il derivato GSH-C6 e stato scartato in 
quant o non ottimale . 
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E stata quindi operata una selezione inventiva tra 
vari possibili derivati del glutatione col fine di 
individuare quali fossero potessero ottenere migliori 
ef fetti come antiviral! ed e stato sorprendentemente 
scoperto che solo i derivati GSH-C4 secondo la formula 
I permettono di ottenere adeguata ef f icacia antivirale 
e contemporaneamente risolverei problemi summenzionati 
correlati all'utilizzo di GSH. 

Metabolismo del derivato GSH-C4 

Le attivita enzimatiche della glutatione 
perossidasi e glutatione S-transf erasi sono state 
valutate in emolizzato umano in presenza di GSH-C4 o 
GSH 2 mM come substrati . Le attivita della glutatione 
perossidasi e della glutatione S-transf erasi in 
presenza di GSH-C4 erano di 1.8% e 3.5 
rispettivamente, comparate a quelle in presenza di GSH. 
Inoltre sono stati chimicamente . ossidati il GSH e il 
GSH-C4 nelle corrispondenti forme disulfidiche (GSSG e 
C4-GSSG-C4) . E' stata valutata 1' attivita della 
glutatione reduttasi su entrambi i substrati ed x 
risultati ottenuti hanno mostrato che la forma ossidata 
del C4-GSSG-C4 viene ridotta lentamente con un' attivita 
enzimatica di 0,63 IU/g di emoglobina (Hb) , una Km da 
50 mM ed una Vmax pari a 12.6 jumol/min/mg Hb, mentre la 
forma ossidata del GSH e ridotta dalla glutatione 



a. 
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reduttasi con un'attivita di 3,0 IU/g Hb, una Km 1.3 mM 
e una Vmax 6.3 jumol/min/mg Hb. Questi risultati 
dimostrano che una volt a formatosi il dimero ossidato 
del GSH-C4 , la glutatione reduttasi cellulare non e in 
grado di ridurre ef f icientemente il composto. 
Ingresso di GSH-C4 negii eritrociti 

L' ingresso di GSH-C4 negli eritrociti e stato 
valutato e confrontato con quello del GSH. I risultati 
ottenuti mostrano che il GSH-C4 attraversa le membrane 

4ts. 

degli eritrociti piu velocemente del GSH, risolvendo in 
questo modo il problema tecnico alia base della 
presente invenzione; infatti la velocita di ingresso 
(calcolata nei primi 30 minuti) e stata di 4.33 
nmol/min/ml RBCs per il GSH-C4 e di 2.33 nmol/min/ml 
RBCs per il GSH . 

Effetti del GSH-C4 sulla replicazione del virus di 

Sendai . 

E stato osservato che l'addizione di GSH-C2 a 
cellule MDCK infettate con il virus di Sndai ha causato 
una leggera riduzione della replicazione virale 
misurata come kttivita emoagglutinante nel 
supernatante . 

In particolare l'addizione del derivato del 
glutatione a concentrazioni di 5,0 e 7,5 mM causa una 
inibizione del titolo virale rispettivamente del 30 % e 



del 4 0 %. 

Viceversa 1'addizione di GSH-C4 ha mostrato un 
effetto molto maggiore . L' effetto del GSH-C4 sulla 
riproduzione del virus Sendai nelle cellule MDCK e 
anche mostrato in Fig . 2 . 

Cellule MDCK sono state infettate per 1 ora con 3 
unita emoagglutinanti (HAU) x 10 5 cellule, Le cellule 
sono state lavate e quindi coltivate in presenza di 
differenti concentrazioni di GSH-C4 (intervallo tra 0- 

1 a. 

7.5 mM) per 2 giorni . La produzione di virus e stata 
saggiata a 24 ore (panello A) e 48 ore (panello B) 
misurando l'attivita emoagglutinante su ertitrociti 
umani di tipo 0 Rh+ . 11 GSH-C4 inibisce la replicazione 
del virus Sendai in modo dipendente dalla dose 
soinministrata . Un' inibizione che varia tra 1'88% (24h 
p.i.) e il 93% (48h p.i.) e stata ottenuta in presenza 
di 5 mM di GSH-C4. Nel sovranatante di cellule trattate 
con coraposizione contenente GSH-C4 7.5 mM non e stata 
rilevata la presenza di virus . La dose di 7.5 mM di 
GSH-C4 si e percio rivelata ottimale in quanto 
sufficiente a produrre un ottimo effetto antivirale, 
senza risultare tossica per le cellule, come confermato 
anche da esame microscopico dei monostrati. 11 50% 
d' inibizione di della riproduzione virale a 48h (EC50) 
viene ottenuto con GSH-C4 ad una dose di solo 3,6 mM, 



mentre sono necessarie ben 7,6 mM di GSH per ottenere 
lo stesso risultato 

Effetto del GSH-C4 sulla replicazione di HSV-1 
L'effetto di diverse dosi di GSH-C4 sulla 
replicazione di HSV-1 in cellule VERO e mostrato in 
figura 3, nella quale sono riportate le percentuali 
d'inibizione della replicazione del virus 48 h dopo 
1 ' inf ezione . 

» 

Cellule Vero sono state infettate per 1 ora con 
HSV-1 a m.o.i. di 0.03 PFU/cellula. Dopo ripetuti 

< 

lavaggi, GSH-C4 e stato aggiunto a diverse 
concentrazioni (intervallo 0-10 mM range) alle colture 
cellulari. La replicazione dei virus e stata testata 
nelle cellule Vero 48 h dopo 1' inf ezione utilizzando la 
tecnica delle placche . La figura 3 mostra i risultati 
di quattro diversi esperimenti che concordano entro il 

10% dei valori riportati . 

1 risultati ottenuti mostrano che il GSH-C4 

inibisce la replicazione del virus in modo dipendente 

« 

dalla dose somministrata . Una netta diminuzione (6 0% 
d'inibizione rispetto al controllo) nella replicazione 

V 

virale e stata raggiunta attraverso 1' addizione di 7.5 
mM di GSH-C4 . Alia dose di 10 mM, non sono state 
rilevate particelle di virus nel sovranatante 
cellulare. La stessa inibizione e stata ritrovata 72 h 



dopo 1 ' inf ezione . 

L'addizione di GSH ad una concentrazione di 10 inM 
non induce una inibizione completa del virus e produce 
solo una riduzione dell'ordine di 2.5 log della 
replicazione del virus. Inoltre il GSH-C4 protegge le 
cellule Vero dagli effetti citopatici indotti dal virus 
e non induce effetti tossici nelle cellule Vero non 
infettate. L'effetto di GSH-C4 e stato anche valutato 
su un ceppo di virus difettivo per la timidina- chinas i 
(A305) . 

Cellule Vero sono state infettate per 1 h a 37°G 
con la il ceppo A3 05 e quindi tenute in coltura in 
presenza di diverse concentrazioni di GSH-C4. La 
produzione di virus e stata valutata dopo 24, 48 e 72 h 
dall ' inf ezione tramite saggio delle unita forxnanti 
placca. 

La tabella mostra i risultati di un singolo 
esperimento rappresentativo di tre. La variabilita tra 
i risultati ottenuti nei vari esperimenti non superava 
il 10%. 



Tab. 1 Effetti del GSH-C4 su HSV-1 TK- 





HSV-1 TK- (pfu/ml) 




24h 


4 8h 


72h 


Ctr . 


1,38 X 10 s 


1,96 X 10 b 


2,56 x 10 6 


5 raM 


2,59 X 10 5 


2,42 x 10 6 


2,13 x 10 6 


7 . 5 mM 


1,59 x 10 5 


2,56 x 10 5 


4,33 x 10 5 
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10 mM 


1,53 X 10 5 


2,6 X 10 5 


3,44 !X 1 0 



I risultati ottenuti mostrano che il GSH-C4 
risulta meno attivo contro il ceppo TK" in confronto a 
quando viene utilizzato sul ceppo "wild type" . Inf atti 
viene osservata un' inibizione signif icativa del titolo 
di virus (circa 1 log) solo a concentrazione di 7.5 mM 
72 ore dopo l'infezione. 

Risulta infine chiaro che poiche e stato 
verificato sperimentalmente che i derivati secondo la 
presente invenzione sono efficaci nel t rat t amen to di 
malattie derivanti dal virus di Sendai e quindi dei 
paramyxovirus, essi sono altresl efficaci contro gli 
ortomyxovirus . Poiche inoltre tutte le verifiche 
effettuate concordano nel confermare l'efficacia contro 
vari virus, e owio desumere che i derivati del GSH-C4 
di formula I siano agenti antiviral!. 

Infine, benche gli esempi siano relativi al 
derivato del GSH-C4 in cui l'unico gruppo SH non e 
sostituito, e lecito supporre che tutti i derivati in 
cui il gruppo SH del GSH-C4 secondo la presente 
invenzione sia sostituito con gruppi di protezione, 
siano egualmente efficaci in trattamenti antivirali . 
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RIVENDICAZIONI 

Derivati del glutatione di formula I 

SR 



.NH 



O 




CH 3 



dove R e un gruppo di protezione del tiolo. 

2. - Derivati del glutatione di formula I, dove R 
e H, acetil . 

3. - Derivati secondo le r i vend i c a z i one 1 o 2, per 
una utilizzazione come medicamento, 

i 

4. - Derivati secondo le rivendicazioni 1 o 2, per 
una utilizzazione come medicamento antivirale. 

5. - Derivati secondo le rivendicazioni 1 o 2, per 

i 

il trattamento della malattia da Paramyxovirus . 

6 . - Derivati secondo le rivendicazioni 1 o 2 , per 
il trattamento della malattia da Orthomyxovirus. 

7. - Derivati secondo la rivendicazione 1 7 per 
un' utilizzazione come medicamento per il trattamento 
della malattia da Herpex simplex- 1. 

8. - Derivati secondo la rivendicazione 1, per 
un' utilizzazione come medicamento per il trattamento 
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della malattia da HIV. 

9. - Preparazione f armaceutica caratterizzata dal 
fat to di comprendere un derivato del glutatione avente 
formula generale (I) secondo la rivendicazione 1 o 2 o 
un suo sale farmaceuticamente accettabile ed a 1 me no un 
eccipiente e/o diluente farmaceuticamente accettabile. 

10. - Uso di un derivato del glutatione di formula 
(I) secondo la rivendicazione 1 o 2 per la produzione 
di una preparazione f armaceutica antivirale. 

11. - Uso di un derivato del glutatione di formula 
(I) secondo la rivendicazione 1 o 2 per la produzione 
di una preparazione farmaceutica per il trattamento 
della malattia da Paramyxovirus . 

12. - Uso di un derivato del glutatione di formula 
(I) secondo la rivendicazione 1 o 2 per la produzione 
di una preparazione farmaceutica per il trattamento 
della malattia da Orthomyxovirus . 

13 . - Uso di un derivato del glutatione di formula 
(I) secondo la rivendicazione 1 o 2 per la produzione 
di una preparazione farmaceutica per il trattamento 
della malattia da Herpex simplex- 1. 

14.- Uso di un derivato del glutatione di formula 
(I) secondo la rivendicazione 1 o 2 per la produzione 
di una preparazione farmaceutica per il trattamento 
della malattia da virus HIV. k^:^ 1 * 
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